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Dansk resumé af det samlede projekt 

 
Formål: Projektet havde til formål at undersøge om nedbrydningsprodukter fra jordnøddeallergenet Ara h 
1 samt komælksallergenet β-lactoglobulin (BLG) kan inducere allergi (sensibilisere). Undersøgelserne blev 
foretaget i Brown Norway rotter. Projektet havde derudover til formål at undersøge om aggregering af 
peptider i nedbrydningsprodukterne kan have indflydelse på det allergene potentiale. 
Metoder: Jordnøddeallergenet Ara h 1 og komælksallergenet β-lactoglobulin blev nedbrudt i en in vitro 
model der efterligner den humane fordøjelsesproces. Yderligere blev β-lactoglobulin hydrolyseret efter 
samme forskrifter som det højt hydrolyserede valleproteinprodukt PEPTIGEN IF-3080. Fordøjet Ara h 1 og 
β-lactoglobulin, fraktioner af disse, samt hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080, blev analyseret 
ved de protein-kemiske metoder; omvendt fase HPLC, gelfiltreringskromatografi, aminosyreanalyse og 
massespektrometri for karakterisering af peptidstørrelser, aminosyresammensætning samt 
aggregeringsstatus af peptiderne. Den sensibiliserende evne af intakt allergen, nedbrydningsprodukter 
samt fraktioner heraf blev undersøgt i grupper af Brown Norway rotter ved i.p. injektion. Det specifikke 
antistofrespons i serum blev bestemt ved forskellige immunologiske metoder (ELISA). 
Resultater: Jordnøddeallergenet Ara h 1 blev fordøjet til små peptider af størrelser mindre end 2 kDa, 
hvoraf over halvdelen aggregerede til komplekser af størrelser på op til 20 kDa. Til trods for de små 
peptidstørrelser bibeholdt fordøjet Ara h 1 den sensibiliserende evne, hvilket sandsynligvis er et resultat af 
peptidernes aggregering til større komplekser. Den sensibiliserende evne af fordøjet Ara h 1 forsvandt dog 
ved en separation af de små peptider til to fraktioner. Komælksallergenet β-lactoglobulin viste sig at være 
svært fordøjeligt.  15% af proteinet forblev intakt efter endt fordøjelse. Det fordøjede β-lactoglobulin 
indeholdte peptider af størrelser mindre end 4,5 kDa, hvoraf omtrent 43% aggregerede til komplekser på 
op til 28 kDa. Til trods for de større peptider og de større aggregater havde fordøjet β-lactoglobulin ingen 
sensibiliserende evne. Evnen til at binde antistoffer var dog bibeholdt. Ved en samtidig immunisering med 
intakt og fordøjet β-lactoglobulin viste den sensibiliserende evne af intakt β-lactoglobulin sig at være stærkt 
reduceret i forhold til immunisering med intakt β-lactoglobulin alene. Dette resultat tyder på at fordøjet β-
lactoglobulin inducerer tolerance. Hverken PEPTIGEN IF-3080 eller hydrolyseret β-lactoglobulin havde 
sensibiliserende evne, heller ikke når de blev injiceret sammen med adjuvans. Hydrolyseret β-lactoglobulin 
og PEPTIGEN IF-3080 kunne dog binde til IgG1 antistoffer fra dyr immuniseret med intakt β-lactoglobulin og 
adjuvans. 
Konklusion: Dette projekt demonstrerer, at selv meget små peptider, som er anset for at være for små til at 
besidde allergene egenskaber, kan agere som allergener og at dette sandsynligt er et resultat af deres 
aggregering til komplekser af større størrelser. Nærværende projekt viser også, at nedbrydningsprodukter 
fra forskellige allergener opfører sig meget forskelligartet. Hvor det fordøjede jordnøddeallergen, Ara h 1, 
bibeholdte den sensibiliserende evne, medførte fordøjelse af komælksallergenet β-lactoglobulin en 
hæmning af den sensibiliserende evne. Fordøjelsesprodukter fra β-lactoglobulin bevarede dog deres 
reaktive evne. Dette studie tyder på, at fordøjelsesprodukter fra β-lactoglobulin kan inducere tolerance. 
Samlet viser disse studier at mens én blanding af peptider kan dirigere immunsystemet i én retning vil en 
anden blanding af peptider kunne dirigere immunsystemet i en anden retning. Konklusionen er, at der er 
flere egenskaber der er bestemmende for det allergene potentiale af et fødevareallergen og at dette ikke 
kun er baseret på nedbrydeligheden af proteinet, men ligeledes på strukturen af nedbrydningsprodukterne, 
sandsynligvis i samspil med andre karakteristika. 
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English summery of the entire project 
 
Aim: The aim of this project was to investigate the sensitising potential of degradation products from the 
peanut allergen Ara h 1 as well as the cow’s milk allergen β-lactoglobulin (BLG) in a Brown Norway rat 
model. Further the project aimed to investigate the influence of aggregate formation of the degradation 
products. 
Methods: The peanut allergen Ara h 1 and the cow’s milk allergen β-lactoglobulin were digested in an in 
vitro model designed to mimic the human digestion process. In addition, the β-lactoglobulin was 
hydrolysed in accordance to the procedure used to produce PEPTIGEN IF-3080. Intact Ara h 1, intact β-
lactoglobulin and digestion products hereof, as well as hydrolysed β-lactoglobulin and PEPTIGEN IF-3080 
were thoroughly analysed by reverse phase HPLC, MALDI-TOF mass spectrometry, amino acid analysis and 
gel filtration chromatography for characterisation of peptide sizes, amino acid composition and aggregation 
profile. The sensitising as well as the immunogenic capacity of the intact allergens and degradation 
products hereof were analysed in a Brown Norway rat model by i.p. immunisation either with or without 
the use of adjuvant. Specific antibody responses were analysed by different ELISA’s. 
Results: The peanut allergen Ara h 1 was a labile protein, being digested to small peptide fragments of sizes 
less than 2 kDa, of which more than 50% were aggregated to complexes of sizes up to 20 kDa. In spite of 
being digested to such small peptides, digested Ara h 1 retained its sensitising capacity. This sensitising 
capacity was indicated to be a result of these small peptides being in larger complexes, probably 
resembling the intact Ara h 1 molecule. In contrast to Ara h 1, β-lactoglobulin was shown to be a protein 
rather stable to digestion, where around 15% β-lactoglobulin remained intact after termination of the 
digestion process. Digestion products of the β-lactoglobulin had sizes of up to 4.5 kDa of which around 43% 
were in aggregated complexes of up to 28 kDa. In spite of these digestion products being of sizes larger 
than that of Ara h 1, digested β-lactoglobulin had no sensitising nor immunogenic capacity in the Brown 
Norway rats, though the reactive capacity was retained. In contrast the present project indicates that 
digestion products of β-lactoglobulin may inhere some tolerogenic capacity. By a co-administration of 
intact β-lactoglobulin with digested β-lactoglobulin the sensitising capacity of the intact β-lactoglobulin was 
strongly reduced compared to an administration of the intact β-lactoglobulin alone. Neither hydrolysed β-
lactoglobulin nor PEPTIGEN IF-3080 had sensitising or immunogenic capacity in the Brown Norway rats, 
even with the use of adjuvant. However, both hydrolysates retained the reactivity towards IgG1 antibodies 
raised in rats immunised with intact β-lactoglobulin with the use of adjuvant. 
Conclusion: This project demonstrates that even very small peptides from food allergens, which in theory 
are too small to be allergenic, may retain their sensitising capacity. This was probably a result of the small 
peptides being in aggregates of larger sizes. In contrast to Ara h 1, degradation products from β-
lactoglobulin had no sensitising capacity. Instead the digestion products from β-lactoglobulin were 
indicated to contain tolerogenic capacity. This indicates that while some peptide mixtures will direct the 
immune response in one direction other peptide mixtures may direct the immune response in the opposite 
direction. This demonstrates that degradation products from different allergens may act in different ways, 
and that several characteristics may collectively contribute to the allergenic potential, where not only size 
but also structure plays a significant role. In addition, the present study indicates that the way in which 
allergens are broken down may influence their allergenic potential.  
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Beskrivelse af del-projekter med mælkeproteiner: 
 
Baggrund:  
Prævalensen af fødevareallergi er 5-8% hos børn og 2-4% hos voksne [1;2], men vurderes til at være et 
voksende problem i den vestlige verden [3-6]. Fødevareallergi er oftest en IgE-medieret sygdom, hvor mælk 
er den største synder hos små børn, hvor omkring 2,5% lider af IgE-medieret allergiske reaktioner over for 
specifikke proteiner i visse mælkeprodukter og ingredienser. Hvorfor nogle fødevarer giver allergi og andre 
ikke gør vides endnu ikke og vores viden om hvilke egenskaber ved fødevareproteiner der er bestemmende 
for deres allergene potentiale er begrænset [7]. Flere bud på hvilke karaktertræk der potentielt kunne 
bidrage til det allergene potentiale er fremlagt i de senere år, hvoraf stabilitet over for nedbrydning er ét. 
Denne antagelse er bl.a. baseret på et studie, der viser at allergene fødevareproteiner generelt er mere 
stabile over for nedbrydning end fødevareproteiner der ikke vurderes at være allergene [8]. I de senere år 
er der dog sat spørgsmålstegn ved graden af sammenhæng mellem stabilitet over for nedbrydning og det 
allergene potentiale, da flere studier har vist at selv små peptider fra fødevareproteiner kan agere som 
allergener [9-12]. F.eks. kan fordøjelsesprodukter fra jordnøddeallergenet Ara h 1, indeholdende peptider 
mindre end 2 kDa, agere som et ”komplet” allergen og bibeholde evnen til både at reagere med IgE, 
sensibilisere og udløse et allergisk respons [12]. Dette synes umiddelbart overraskende da der teoretiske 
set er en nedre grænse på 3,5 kDa, hvorunder peptider ikke burde kunne være allergener. En sandsynlig 
forklaring er at peptiderne fra fordøjet Ara h 1 aggregerer til komplekser af større størrelser [9;12;13]. At 
det allergen potentiale af nedbrydningsprodukter kan være et resultat af kompleksdannelser er ligeledes 
blevet foreslået for allergener fra paranød og komælk [14-16]. 
 
Formål:  
Projektet havde til formål at undersøge den sensibiliserende evne af nedbrydningsprodukter fra komælk i 
en Brown Norway rottemodel for fødevareallergi. Yderligere havde projektet til formål at undersøge 
kompleksdannelsers indflydelse på en evt. sensibiliserende evne af nedbrydningsprodukterne. 
Del-projekt 1: At undersøge den sensibiliserende evne af intakt β-lactoglobulin, fordøjet β-lactoglobulin 
samt fraktioner heraf i Brown Norway rotter uden brug af adjuvans. 
Del-projekt 2: At undersøge den sensibiliserende evne af intakt β-lactoglobulin, hydrolyseret β-
lactoglobulin samt PEPTIGEN IF-3080 i Brown Norway rotter med og uden brug af adjuvans.  
 
Metoder:  
Del-projekt 1: Intakt β-lactoglobulin blev nedbrudt i en in vitro model designet til at efterligne den humane 
fordøjelsesproces og bestod af to fordøjelsesfaser. Fase 1 efterlignede fordøjelsen i ventriklen og foregik 
ved brug af immobiliseret pepsin i 120 minutter, ved pH 2,5 og 37 °C. Fase 2 efterlignede fordøjelsen i 
tolvfingertarmen og foregik ved brug af immobiliseret trypsin og chymotrypsin i omtrent 16 minutter ved 
pH 6,5 og 37 °C. Fraktioner af fordøjelsesprodukterne blev fremstillet ved en separation af peptiderne via 
gelfiltreringskromatografi i henhold til størrelser af peptider samt aggregater heraf. En grundig 
karakterisering af intakt β-lactoglobulin samt diverse fordøjelsesprodukter blev udført ved omvendt fase 
HPLC, MALDI-TOF massespektrometri, aminosyreanalyse samt gelfiltreringskromatografi. Den 
sensibiliserende evne af intakt β-lactoglobulin, fordøjet β-lactoglobulin samt fraktioner heraf blev 
undersøgt i grupper af Brown Norway rotter immuniseret i.p. uden brug af adjuvans (se figur 1). Det 
specifikke antistofniveau samt aviditeten af responset blev målt ved forskellige ELISA’er. 
Del-projekt 2: Intakt β-lactoglobulin blev hydrolyseret efter forskrifterne for produktion af PEPTIGEN IF-
3080. Hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080 blev karakteriseret ved omvendt fase HPLC, 
MALDI-TOF massespektrometri, aminosyreanalyse samt gelfiltreringskromatografi. Den sensibiliserende 
evne af intakt β-lactoglobulin, hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080 blev undersøgt i grupper af 
Brown Norway rotter immuniseret i.p. enten med eller uden brug af adjuvans (se figur 1). 
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Det specifikke antistofniveau samt aviditeten heraf blev målt ved forskellige ELISA’er. 
 
Resultater: 
Del-projekt 1: β-lactoglobulin viste sig at være svært fordøjeligt og forblev intakt ved 120 minutters 
nedbrydning i ventriklen, hvorimod 15% forblev intakt efter den intestinale nedbrydning. Det fordøjede β-
lactoglobulin blev nedbrudt til peptider af størrelser op til 4,5 kDa. Med gelfiltreringskromatografiprofilen 
som grundlag, blev det besluttet at lave 4 forskellige pools af fordøjelsesprodukterne (se figur 2); Partielt 
fordøjet β-lactoglobulin, fordøjet β-lactoglobulin, fraktion af store komplekser samt fraktion af små 
komplekser. 
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Figur 2. Gelfiltreringskromatografiprofil af gastro-intestinalt fordøjet β-lactoglobulin. Ud fra profilen blev det bestemt af lave 4 
pools af fordøjelsesprodukterne; partielt fordøjet BLG, fordøjet BLG, fraktion af store komplekser samt fraktion af små komplekser. 
 
Protein-kemiske analyser af fordøjelsesprodukterne blev udført og resultaterne er som vist i tabel 1. 
 
 
 
 
 
 
Tabel 1. 

Dag 14 0 28 35 

I.p. dosering I.p. dosering I.p. dosering Opsamling 
af blod 

Figur 1. Doseringsregime af Brown Norway rotterne. Del-projekt 1: PBS (kontrolhold), 200 µg af intakt β-lactoglobulin, 30 µg 
intakt β-lactoglobulin, 200 µg partielt fordøjet β-lactoglobulin (indeholdende 30 µg af intakt β-lactoglobulin), 200 µg fordøjet β-
lactoglobulin, 200 µg fraktion af store komplekser eller 200 µg fraktion af små komplekser uden brug af adjuvans. Del-projekt 2: 
PBS (kontrolhold), 200 µg intakt β-lactoglobulin, 200 µg hydrolyseret β-lactoglobulin eller 200 µg PEPTIGEN IF-3080 med eller 
uden brug af adjuvans. 
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Pool af fordøjet  β-
lactoglobulin 

Aminosyrefordeling (%) Peptidstørrelse 
(kDa) 

Aggregeringsprofil Mængde af intakt 
β-lactoglobulin 

(%) 
Hydrofobe Polære Ladede Mængde 

(%) 
Størrelse 

(kDa) 
Partielt fordøjet  
BLG 45,36 16,11 38,53 - - - 15 

Fordøjet BLG 
 45,66 15,74 38,62 ≤ 4,5 43 28 0 

Fraktion af store 
komplekser 42,21 15,78 42,01 ≤ 4,5 80 32 0 

Fraktion af små 
komplekser 49,99 16,14 33,87 ≤ 3,0 32 13 0 

        
Analyser af det specifikke antistofrespons (figur 3) viste at begge doser af intakt β-lactoglobulin kunne 
inducere specifikt IgG1 og IgE, mens fordøjet β-lactoglobulin ikke kunne inducere et specifikt 
antistofrespons. Derimod bevarede fordøjet β-lactoglobulin samt fraktionen af store komplekser deres 
evne til at binde til specifikke immunoglobuliner. Mest interessant ses det at både den IgG1 inducerende 
samt sensibiliserende evne af intakt β-lactoglobulin er stærkt reduceret ved en samtidig immunisering med 
fordøjelsesprodukter sammenlignet med immunisering alene. 
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Figur 3. Specifikt IgG1 og IgE antistofrespons. 

 
Del-projekt 2: Protein-kemiske analyser af hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080 blev udført og 
resultaterne er som vist i tabel 2. 
 
Tabel 2. 
Valleprodukt Aminosyrefordeling (%) Peptidstørrelse 

(kDa) 
Aggregeringsprofil Mængde af intakt 

β-lactoglobulin 
(%) 

Hydrofobe Polære Ladede Mængde 
(%) 

Størrelse 
(kDa) 

Hydrolyseret BLG 37,64 13,64 48,75 ≤ 3,5 > 40 29 0 

PEPTIGEN IF-3080 36,98 17,53 45,46 ≤ 2,5 > 50 22 0 

 

Analyser af det specifikke antistofrespons (figur 4) viste at hverken hydrolyseret β-lactoglobulin eller 
PEPTIGEN IF-3080 kunne inducere specifikt antistof heller ikke med brug af adjuvans. Derimod bevarede 
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både hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080 deres reaktive evne over for antistoffer fra rotter 
immuniseret med intakt β-lactoglobulin med brug af adjuvans. 
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Figur 4. Specifikt IgG1 og IgE antistofrespons. 

 

Diskussion: 
Del-projekt 1: Resultaterne med fordøjet β-lactoglobulin kan virke overraskende på baggrund af vores 
tidligere resultater med jordnøddeallergenet Ara h 1. Her viste vi at fordøjet Ara h 1 indeholdende peptider 
under 2 kDa, hvoraf mere end 50% var aggregeret til komplekser af størrelser på op til 20 kDa, havde 
beholdt evnen til at sensibilisere i Brown Norway rotter [12]. Selv om fordøjet β-lactoglobulin indeholdt 
peptider med størrelser på op til 4,5 kDa hvoraf ca. 43% var aggregeret til komplekser af størrelser på op til 
28 kDa, kunne disse produkter hverken inducere et specifikt IgG1 respons eller sensibilisere Brown Norway 
rotterne. Så selv om fordøjet β-lactoglobulin indeholdte større fragmenter som dannede komplekser af 
større størrelser end jordnøddeallergenet Ara h 1, kunne disse ikke inducere allergi. Dette vidner om, at der 
ikke er en absolut sammenhæng mellem nedbrydeligheden af proteiner og deres allergen potentiale, 
ligesom der derved ikke er en absolut sammenhæng mellem størrelser af peptider og deres allergene 
potentiale. Dette peger på at flere karaktertræk er medbestemmende for det allergene potentiale af et 
fødevareallergen og at dette ikke kun er baseret på størrelse, men ligeledes må være baseret på strukturen, 
sandsynligvis i samspil med andre karakteristika. På baggrund af nærværende studie kan det dog hverken 
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bekræftes eller afvises om en aggregering af fordøjelsesprodukter fra β-lactoglobulin og mælkeproteiner 
som helhed influerer på deres allergene. Tidligere studier indikerer imidlertid at måden hvorpå peptider 
aggregerer, er af afgørende betydning for deres allergene potentiale [13;17]. I modsætning til at have 
sensibiliserende evne, indikerer dette studie at fordøjelsesprodukterne fra β-lactoglobulin kan inducere 
tolerance, da der ved en samtidig immunisering med intakt β-lactoglobulin og fordøjelsesprodukter udløses 
et lang svagere specifikt IgG1 og IgE respons i forhold til immunisering med det intakte β-lactoglobulin 
alene. Sådanne resultater er ikke beskrevet tidligere og belyser en mulighed for at blandinger af intakte 
proteiner og fordøjelsesprodukter heraf kan inducere tolerancemekanismer. Ligeledes viser nærværende 
studie, at mens visse blandinger af fordøjelsesprodukter kan indeholde sensibiliserende evne, vil andre 
tilsvarende blandinger af fordøjelsesprodukter enten blive ignoreret af immunsystemet eller ligefrem 
kunne inducere tolerance. 
Del-projekt 2: Dette studie viser, at hydrolyseret β-lactoglobulin samt PEPTIGEN IF-3080 hverken kan 
sensibilisere eller udløse et immunrespons når rotter immuniseres uden brug af adjuvans. Hos rotter 
immuniseret med brug af adjuvans kan antistoffer mod intakt β-lactoglobulin reagere med disse 
hydrolysater på en signifikant måde. Dette kan afspejle hvad man ser hos op til 20% af mælkeallergiske 
småbørn, hvor der er observeret reaktioner mod selv højthydrolyserede mælkeprodukter [18]. Det tænkes 
at den primære årsag til en sådan observeret reaktivitet til højt hydrolyserede modermælkserstatninger er 
et resultat af en utilstrækkelig hydrolyse af peptider fra mælkeproteinerne eller en dannelse af aggregater 
[19]. Om hvorvidt den reaktive kapacitet af hydrolyseret β-lactoglobulin og PEPTIGEN IF-3080 er et resultat 
af, at de små peptider heri aggregerer til større komplekser belyses ikke af dette studie.  
 
Konklusion: 
 

• Ved en fuldstændig in vitro fordøjelse af β-lactoglobulin ophæves det immunogene samt 
sensibiliserende evne, hvorimod dets reaktive evne bevares 

• Små peptider fra fødevareallergener kan agere meget forskelligt og der er derved ingen absolut 
sammenhæng mellem stabilitet over for fordøjelse og det allergene potentiale. 

• Flere karaktertræk er medbestemmende for det allergene potentiale af et fødevareallergen, en 
evne der foruden størrelsen af peptider ligeledes må være baseret på strukturen af disse, 
sandsynligvis i samspil med andre karaktertræk. 

• Mens nogle peptideblandinger indeholder sensibiliserende evne, kan andre tilsvarende blanding af 
enten blive ignoreret af immunsystemet eller muligvis indeholde tolerogen kapacitet. 

• En samtidig immunisering af fordøjet og intakt β-lactoglobulin reducerer den sensibiliserende evne 
af intakt β-lactoglobulin 

• I tillæg til at undersøge den sensibiliserende evne af nedbrydningsprodukter kunne en 
undersøgelse af deres tolerogene evne tillige være af stor nytte 

• Indflydelsen af aggregering af små peptider fra β-lactoglobulin kunne ikke belyses af dette studie 
• Hydrolysater af valleprotein og β-lactoglobulin bevarer deres reaktive evne, men indflydelsen af en 

sådan evne kunne ikke belyses af nærværende studie 
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